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Presnova velike večine učinkovin poteka v jetrih s pomočjo encimov iz skupine citokromov 
P450 (CYP). Med najbolj zastopanimi je tudi encim CYP1A2, pri katerem je znana velika 
interindividualna variabilnost v farmakokinetiki, zaradi tega lahko pride tudi do zmanjšanih 
terapevtskih učinkov ali celo do pojava toksičnih neželenih učinkov pri uporabi določenih 
zdravil.  
Za fenotipizacijo encima CYP1A2 lahko uporabimo hitrost encimske reakcije presnove 
kofeina do paraksantina, saj se le ta skoraj v celoti presnovi v paraksantin skoraj izključno z 
encimom CYP1A2. Hitrost te reakcije se v praksi običajno oceni z razmerjem koncentracij 
paraksantin/kofein (metabolično razmerje) 4 ure po peroralnem dajanju kofeina. 
Koncentracije kofeina in paraksantina so bile v vzorcih sline izmerjene s tekočinsko 
kromatografijo ultra visoke zmogljivosti. Cilj naše magistrske naloge je bil  razviti 
populacijski farmakokinetični model za kofein in paraksantin v vzorcih sline in preveriti kako 
očistek kofeina korelira z razmerjem koncentracij paraksantina in kofeina 4 ure po peroralnem 
dajanju. Najprej smo razvili enostavni model, ki je temeljil le na časovnih potekih 
koncentracije  kofeina, nato pa smo razvili še populacijske modele, ki so vključeval tudi 
časovne poteke paraksantina kot glavnega produkta presnove kofeina. Razvite modele smo na 
koncu še ovrednotili. Za oceno aktivnosti encima CYP1A2 in s tem fenotipa smo določili tudi 
farmakokinetične parametre in njihovo variabilnost v populaciji. To smo storili s programsko 
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CYP1A2 is considered one of the CYPs which collectively are responsible for the metabolism 
of a number of therapeutically used drug in liver. Recent studies have demonstrated large 
variability in CYP1A2 activity between individuals, this can lead to reduced therapeutic 
efficacy and undesired effects in use of several clinically important drugs. The speed of the 
enzyme reaction of the metabolism caffeine to paraxanthine is applied for phenotyping of 
CYP1A2. The salivary ratio of paraxanthine to caffeine concentrations in a sample taken 
approximately 4 hr after a defined dose of caffeine is a more convenient, less expensive but 
also fully validated CYP1A2 phenotyping metric. 
Our goals were to develop population pharmacokinetic model for caffeine and paraxanthine in 
saliva samples taken after a defined dose of caffeine and to estimate corelation between 
caffeine clearance and the paraxanthine to caffeine metabolic ratio at 4 hr after administration 
of caffeine. A simple HPLC assay was used to quantitate caffeine and paraxanthine 
concentrations in saliva. First we developed simple basic model which include only caffeine 
concentrations after the different times, then we upgraded the population model with 
paraxanthine concentrations as the major metabolite. At the end we evaluated the developed 
population models. For CYP1A2 phenotyping we also determined pharmacokinetic 
parameters and calculated its variability in population. All statistical analysis were made in 
statistical program named NONMEM, on the data acquired in research of Illycaffe factory on 















Caffeine, Paraxanthine, Metabolic ratio, Cytochrome P450 1A2, Population pharmacokinetic 
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AIC – Akaikejev informacijski kriterij 
CYP – citokrom P450 
CL – očistek 
CV – koeficient variacije 
GIT – gastrointestinalni trakt 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti (ang. high – performance liquid 
chromatography) 
IIV – interindividualna variabilnost 
IOV – variabilnost med dogodki (ang. inter occasion variability) 
Ka – hitrostna konstanta absorpcije 
Ke – hitrostna konstanta eliminacije 
LOD – meja zaznavnosti (ang. limit of detection)  
LOQ – meja določljivosti (ang. limit of quantification)  
NADPH – nikotinamid adenin dinukleotid fosfat  
NONMEM – programska oprema za nelinearno modeliranje mešanih učinkov (ang. nonlinear 
mixed effects modeling) 
OFV – vrednost objektivne funkcije (ang. objective function value) 
PFK – populacijska farmakokinetika 
RSE – relativna standarna napaka 
V – volumen porazdelitve 
Q – distribucijski očistek 
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1.  UVOD 
1.1. CITOKROMI P450 IN PRESNOVA ZDRAVILNIH UČINKOVIN 
1.1.1 CITOKROMI P450 
Citokromi P450 (CYP) so encimi, sestavljeni iz aminokislin in ene hem prostetične skupine. 
Ker je njihov kofaktor hem, jih uvrščamo med hemoproteine. Njihova oznaka je sestavljena iz 
črke P, ki pomeni pigment in številke 450, ki predstavlja absorpcijski maksimum pri 450 nm. 
Naslednji dve številki in črka označujejo družino, poddružino in posamezno obliko. Različne 
oblike CYP so razvrščene v družine in poddružine glede na njihovo genetsko podobnost. 
Pripadniki iste družine so si podobni v 40%, pripadniki iste poddružine pa v vsaj 55% 
aminokislinskega zaporedja. Absorpcijski maksimum pri valovni dolžini 450 nm dobimo z 
dodajanjem reducenta (natrijev ditionit) in vpihavanjem ogljikovega monoksida. Le ta se veže 
na reduciran hemoprotein, ki najmočneje absorbira pri tej valovni dolžini (1). 
CYP so prisotni v membranah endoplazemskega retikuluma in notranji membrani 
mitohondrija v vseh sesalskih celicah, razen v eritrocitih in celicah prečno progastih mišic. 
Sodelujejo v dihalni verigi na notranji membrani mitohondrija in katalizirajo oksidacijo 
številnih strukturno različnih spojin, ki so lahko endogenega ali eksogenega izvora. Večina 
zdravilnih učinkovin se presnavlja s citokromi iz družin CYP1, CYP2 in CYP3. Delovanje 
CYP je odvisno predvsem od ravni izražanja. V jetrih so najbolj izražene oblike 3A4, 2C9, 
2C8, 2E1 in 1A2. Malo manj izražene pa 2A6, 2D6, 2B6, 2C19 in 3A5. Relativne vsebnosti 
teh oblik v jetrih so prikazane na Slika 1. Pomembne so tudi oblike 2J2, 1A1 in 1B1, ki so 
večinoma izražene ekstrahepatično.  
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Na izražanje različnih oblik vplivajo razne kombinacije mehanizmov in dejavnikov kot so 
genski polimorfizmi, regulacija s citokini, hormoni, starost, spol in drugi. CYP imajo v 
biomedicini velik pomen na različnih področjih. Pomembni so za aktivacijo ali deaktivacijo 
zdravilnih učinkovin, pretvorbo spojin v zelo reaktivne molekule, ki poškodujejo celice, 
povzročajo mutacije in celično smrt, za biosintezo steroidnih hormonov ter presnovo 
maščobnih kislin in njihovih derivatov (2). V Preglednica I so predstavljene najpomembnejše 
oblike CYP, njihovi substrati, induktorji in zaviralci. 
 
Preglednica I: Pomembne oblike CYP, njihovi substrati, induktorji in zaviralci. 
CYP SUBSTRATI INDUKTORJI ZAVIRALCI 
 
1A2 teofilin, kofein, olanzapin, 
ondansetron, fenacetin 
policiklični aromatski 
ogljikovodiki (v pečenem 
mesu in cigaretnem dimu), 





2A6 nikotin, kumarin, 
prokarcinogeni-aflatoksin 
B1, nitrozamini, halotan 
dioksin ketokonazol, 
organska topila 
2B6 S-mefobarbital deksametazon, rifampicin, 
fenobarbital 
orfenadrin 






2C19 S-mefenitoin, klopidogrel, 
omeprazol, moklobemid 




2C8 paklitaksel, zopiklon, 
karbamazepin, verapamil 
rifampicin, fenobarbiton kvercetin 
2D6 beta zaviralci, antiritmiki, 
triciklični antidepresivi, 
selektivni zaviralci 
rifampicin, deksametazon  fluoksetin, 
paroksetin, kinidin, 
bupropion, 




















1.1.2 PRESNOVA ZDRAVILNIH UČINKOVIN 
 
Presnova zdravilnih učinkovin predstavlja biokemijsko spremembo oziroma preoblikovanje 
zdravilne učinkovine v takšno obliko, ki jo telo lažje izloči. Vsaka učinkovina je za organizem 
ksenobiotik. Telo ima izoblikovane takšne mehanizme, ki poskrbijo, da se le te izločijo v 
okolico. Natančno poznavanje presnove učinkovine je potrebno za ugotavljanje časa 
delovanja zdravila, možnih interakcij med zdravili ter prepoznavanje morebitnih toksičnih 
produktov. Faktorji, ki vplivajo na metabolizem zdravil so starost, prehranjevalne navade, 
zdravstveno stanje, spol, rasa, gentski polimorfizmi in vpliv drugih zdravil (kompeticija 
substratov, encimska inhibicija in indukcija).  
Presnova zdravilnih učinkovin poteka v glavnem v jetrih na gladkem endoplazemskem 
retikulumu hepatocitov, v dveh fazah. V prvi fazi iz zdravilne učinkovine nastane metabolit 
tako, da sodelujoči encim razkrije ali uvede funkcionalno skupino potrebno za konjugacijo v 
drugi fazi. Nastali metabolit se nato v drugi fazi s konjugacijo nukleofilnih funkcionalnih 
skupin presnovi v konjugat. Prva in druga faza sta odvisni od genetskih dejavnikov in 
dejavnikov okolja. Hitrost in obseg metabolizma vplivata na velikost in pogostost odmerkov 
potrebnih za zaželen terapevtski učinek zdravila. Najpomembnejše kemijske reakcije prve 
faze so oksidacija alkanov, alkenov in aromatov, hidroksilacija, redukcija, demetilacija 
heteroatomov, ciklizacija in odprtje obročev. Encimi, ki sodelujejo v teh reakcijah so CYP, 
flavinske monooksigenaze, aldehidna oksidaza in ksantinska oksidaza. Glavne reakcije 
konjugacije v drugi fazi pa predstavljajo glukoronidiranje, sulfatiranje in acetiliranje. 
Relativne zastopanosti posameznih izoform CYP v metabolizmu zdravil so predstavljene na 
Slika 2 (3). 
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Slika 2: Relativna vloga posamičnih izoform CYP pri metabolizmu učinkovin. 
Osnovna reakcija, ki jo katalizirajo CYP je monooksigenacija. Enačba reakcije je: 
NADPH  +  H
+
  +  O2  + SH →  NADP
+  
+ H2O + SOH, kjer (S) predstavlja substrat, ki je 
lahko steroid, maščobna kislina ali katerakoli druga kemična spojina, ki je alkan, alken, 
aromatičen ali heterocikličen obroč, na katerem lahko pride do oksidacije. Prostetična skupina 
v CYP je protoporfirin IX, ki veže kisik. Pri tem nastane hem, ki lahko veže substrat. Železo v 
hemu je vezano na štiri dušike protoporfirinskih obročev in dva liganda. Po vezavi substrata 
pride do sprememb v strukturi okrog hema, to posledično povzroči povišan redukcijski 
potencial, zato se lahko železo hitreje reducira z elektronom, ki ga prispeva NADPH. Do 
hidroksilacije oz. monooksigenacije lahko pride samo v primeru, ko je hem reduciran v Fe
2+
, 
ker se samo v takem primeru nanj lahko veže molekula kisika. Kisik po vezavi zaradi svoje 
elektronegativnosti potegne k sebi elektron, ki reducira železo, drugi elektron, ki sproži razcep 
molekule kisika pa pride iz NADPH. Za monooksigenacijo sta torej potrebna dva elektrona, 
eden za redukcijo železa, drugi za cepitev molekule kisika. Problem predstavlja direkten in 
sočasen prenos eletronov na CYP z NADPH. V hemu je ena prostetična skupina, ki lahko 
sprejme samo en elektron naenkrat. V endoplazemskem retikulumu NADPH odda dva 
elektrona NADPH flavoprotein reduktazi, ki vsebuje tako flavin adenin dinukleotid (FAD) 
kot tudi flavin mononukleotid (FMN) kot prostetični skupini. FAD predstavlja sprejemno 


















CYP1A2 spada v družino encimov CYP. Je pomemben metabolni encim v jetrih, saj 
predstavlja kar 13% vseh CYP proteinov. Sodeluje v prvi fazi presnove zdravilnih učinkovin, 
poleg tega ima pomembno vlogo tudi pri bioaktivaciji in detoksifikaciji karcinogenov, še 
posebno heterocikličnih aminov. Mnoge raziskave o aktivnosti tega encima pri ljudeh so 
pokazale velike intra- in inter- individualne razlike, kar vpliva na presnovo večine zdravil. 
Gen za encim CYP1A2 se nahaja na kromosomu 15 skupaj z genom za encim CYP1A1 in 
CYP1B1. Sestavljen je iz sedmih eksonov in šestih intronov. CYP1A1 in CYP1A2 si delita 5´ 
spreminjajoči se konec DNA zaporedja velik približno 23kb, na katerem so zapisi za 
regulatorne elemente.   
 
1.2.1 ZAVIRALCI IN INDUKTORJI CYP1A2 
 
Znani zaviralci encima CYP1A2 so α-naftoflavon, cimetidin, ciprofloksacin, disulfiram, 
enoksacin, fluvoksamin, furafilin, meksiletin, moricizin, tolfenaminska kislina in peroralni 
kontraceptivi. Znani induktorji pa bilirubin, kofein, omeprazol, fenitoin, fenobarbital in drugi 
barbiturati, karbamazepin ter še nekateri drugi. Poleg genetskih dejavnikov na aktivnost 
encima vplivajo še predvsem spol, telesna masa, rasa pacienta in kajenje (2). Indukcija 
CYP1A2 vključuje tudi od liganda odvisno aktivacijo receptorja za arilne ogljkovodike 
(AHR). Sam kofein ima sicer nizko afiniteto vezave na ta receptor, vendar planarna struktura 
molekule omogoča hidrofobno vez π-molekularnih kompleksov z raznimi molekulami, ki 
vsebujejo aromatične obroče, vključno s polifenoli v kavi, kot sta klorogenična kislina in 
kavna kislina. Tak kofein v kompleksu se bolje veže z AHR kot pa kofein sam. Iz tega bi 
lahko domnevali, da so tudi druge sestavine prisotne v kavi (npr. policiklični aromatični 
ogljikovodiki) odgovorne za vpliv na indukcijo CYP1A2 (4). 
Poznanih je že okoli 40 različnih alelov gena CYP1A2, vendar jih je samo nekaj takih, ki 
dokazano vplivajo na samo aktivnost encima, bodisi s povečanjem ali zmanjšanjem aktivnosti 
(5). Za merjenje aktivnosti tega encima se najpogosteje uporablja kofein, predvsem zaradi 
varnosti in enostavne uporabe (6). 
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1.2.2 POMEMBNI CYP1A2 ALELI 
 
V podatkovni zbirki Konzorcija za variacijo farmakogenov (ang. Pharmacogene Variation 
Consortium, https:/www.pharmvar.org) je opisanih 41 variacij CYP1A2 alela. Pomembni so 
CYP1A2*1A, *1F, *1C in *1K. Alel CYP1A2*1A velja kot referenčni alel (divji tip) s katerim 
primerjamo vse ostale variante. CYP1A2*1F je najbolj proučevana genetska varianta. 
Raziskave na Švedih in Srbih, ki so bili kadilci in so uživali večje količine kave so pokazale, 
da je alel CYP1A2*1F (rs762551, (-163)AA) povezan s povečanim metabolizmom kofeina 
medtem, ko drugi genotipi (*1J, *1K, *21), ki vključujejo rs762551 (-163)C>A ne kažejo 
vpliva na spremembo metabolizma kofeina. Pri genotipu CYP1A2*1C je poznan le en SNP 
(polimorfizem enega nukleotida) in sicer rs2069514 (−3860)G > A, ki je povezan z 
zmanjšano aktivnostjo encima. Za genotip CYP1A2*1K so poznane kar tri genetske variante 
−739T > G (rs2069526), −729C > T (rs12720461) in −163C > A (rs762551). Ta genotip je 
povezan z zmanjšano aktivnostjo encima pri nekadilcih. Vendar so bile raziskave za ta 
genotip opravljene le na Etiopijcih, Špancih in Saudijskih arabcih, ne pa tudi pri ostalih 
populacijah, zato ne moremo potrditi takšnega vpliva na metabolizem zdravil (7,8). 
1.3 FENOTIPIZACIJA CYP1A2 
 
S fenotipizacijo ugotavljamo vpliv genotipa in ostalih dejavnikov na delovanje preučevanega 
encima medtem, ko nas pri genotipizaciji zanima le vpliv genotipa. Fenotipizacijo izvajamo 
tako, da preiskovanca obremenimo z učinkovino, ki se presnavlja izključno preko 
proučevanega encima. Nato zbiramo vzorce, ki so najpogosteje plazma, serum ali urin v eni 
točki ali še bolje v večih časovnih točkah. Za tem sledi farmakokinetična analiza učinkovine 
ali presnovka ter izračun razmerja koncentracij učinkovine in presnovka, kar je merilo za 
hitrost presnove preko proučevanega encima (9). Fenotipizacija se lahko izvaja na dva načina. 
Določimo lahko dejansko metabolno aktivnost pri posamezniku ali pa določimo vzrok in 
obseg variabilnosti encimske aktivnosti v populaciji, te podatke pa nato uporabimo za 
napovedovanje sposobnosti biotranformacije in za individualizacijo terapije z zdravilom, brez 
potrebne fenotipizacije vsakega posameznika (10).  
Za fenotipizacijo CYP1A2 se klinično uporablja razmerje med koncentracijo paraksantina in 
kofeina v vzorcu sline 4 ure po zaužitju standardiziranega odmerka kofeina.  
Genotipizacija temelji na analizi genomske DNA. Za genotipizacijo so nam na razpolago 
različne metode kot so TaqMan genotipizacija, Sangerjevo sekvenciranje, posebne oblike 
PCR sklopljene tehnike z MALDI-TOF in sekvenciranje naslednje generacije (NGS) (11,12).  
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Skupno vsem tem metodam je, da ločimo nosilce funkcionalnih alelov od nosilcev 
nefunkcionalnih.Tistim posameznikom, ki imajo oba alela funkcionalna in normalno 
encimsko aktivnost fenotipsko pravimo, da so hitri presnavljalci. Tisti, ki imajo funkcionalen 
samo en alel pravimo srednje hitri presnavljalci. Osebe, ki imajo oba alela nefunkcionalna in 
nimajo aktivnega encima pa so fenotipsko slabi presnavljalci. Slabi presnavljalci, zaradi 
manjše kapacitete presnove učinkovin, dosegajo višje koncentracije teh učinkovin v krvi kot 
hitri presnavljalci, kar lahko vodi v pojav neželenih učinkov (9). 
1.4 KOFEIN 
 
Kofein po kemijski zgradbi uvršamo med alkaloide, njegovo kemijsko ime je 1,3,7-
trimetilksantin (C8H10N4O2). Izoliran v čisti obliki je bel kristalen prašek, brez vonja. 
Sestavljen je iz belih, podolgovatih kristalov zelo grenkega okusa, ki so topni v vodi. Kofein 
je organska spojina in ga navadno uživamo v pijačah. Uporablja pa se tudi v nekaterih 
zdravilih. Najdemo ga v več kot 60-tih rastlinskih vrstah, v različnih predelih rastlin v 
različnih koncentracijah. Rastline proizvajajo kofein za lastno obrambo pred žuželkami, saj 
deluje kot pesticid. Žuželke paralizira in celo ubije. Največ se ga pridobiva iz kavnih in 
kakavovih zrn ter iz listov čajevca, kjer skupaj s čreslovinami tvori komplekse, ki jih 
imenujemo tein. Kofein v čaju deluje povsem drugače kot kofein v kavi. Kofein v čaju vpliva 
na boljšo prekrvavitev možganov in povečuje izmenjavo cerebrospinalne tekočine, s čimer 
neposredno vpliva na možgane in centralni živčni sistem. Posledica tega je povečana 
koncentracija in reakcijska sposobnost po pitju čaja. Po zaužitju kofeina v kavi pa se stimulira 
delovanje centralnega živčnega sistema, izboljša razpoloženje, zvišuje nivo energije, poveča 
budnost, sposobnost koncentracije in mentalna sposobnost. Poleg tega deluje tudi kot šibek 
diuretik s tem, da pospeši nastajanje in odvajanje urina. Najbolj poznani neželeni učinki pri 
nizkih odmerkih so slabost, notranji nemir, nespečnost, motnje srčnega ritma in prebavne 
motnje. Pri večjih odmerkih pa drhtenje, razbijanje srca, budnost, hiperventilacija, 
vznemirjenost in spahovanje. Vsi učinki kofeina so odvisni od vsakega posameznika posebej, 
nanje vpliva genetska zasnova, pogostost uživanja, metabolizem, telesna aktivnost in telesna 
teža. Njegovi učinki v telesu se kažejo še nekaj ur po zaužitju. V večjih količinah je lahko 
kofein za človeka celo strupen ali povzroča odvisnost. Smrtni odmerek kofeina je 10 g, da bi 
dosegli to, bi morali v kratkem času spiti 80-100 skodelic kave, kar je v praksi neizvedljivo 
(13). 
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1.5 FARMAKOKINETIKA KOFEINA 
 
Farmakologijo v ožjem pomenu delimo na farmakodinamiko in farmakokinetiko. 
Farmakodinamika raziskuje mehanizme delovanja zdravil, tarčna mesta zdravil, spremembe, 
ki jih povzroča v telesu in neželene učinke. Farmakokinetika pa preučuje usodo zdravila, od 
absorpcije, porazdelitve v telesu, biotransformacije do izločanja iz telesa. V povezavi s tema 
dvema pojmoma poznamo še pojem farmakogenetika, ki preučuje vpliv genetskih dejavnikov 




Kofein se po zaužitju po približno 45 minutah v 99% absorbira v kri. Če ga zaužijemo s 
pijačo, najbolj poznana kava, čaj ali gazirana pijača, se absorbira v gastrointestinalnem traktu 
in se porazdeli po vseh telesnih tekočinah. V primeru, da ga zaužijemo z žvečilnimi gumiji, ki 




Najvišjo koncentracijo v krvi doseže nekje med 15 in 120 minutami. Tako široko časovno 
okno je posledica razlik v praznenju in sestavi želodčne vsebine pri posamezniku. Po 
absorpciji v krvni obtok se reverzibilno veže na plazemske proteine. Predsistemski 
metabolizem ni obsežen, saj so koncentracije kofeina v plazmi po peroralnem in intravenskem 
dajanju primerljive. Volumen porazdelitve v telesu znaša 0,7 L/kg, kar je primerljivo volumnu 
celotne telesne vode. Kofein je hidrofilna molekula, ki rada privlači vodo in se prosto 
porazdeli v intracelularni tekočini in je ravno prav lipofilna, da lahko neovirano prehaja skozi 
krvno možgansko membrano. Njegov razpolovni čas je okoli 5 ur (14). 
1.5.3 METABOLIZEM 
 
Metabolizem poteka v jetrih z encimom CYP1A2 v tri primarne presnovne produkte, kot je 
prikazano na Slika 3. Približno 80% se ga presnovi v paraksantin, nekaj pa še v teobromin in 
teofilin.  
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Slika 3: Deleži presnovnih produktov kofeina in njihove kemijske strukture (14). 
Raziskave so pokazale, da je po zaužitju enkratnega odmerka kofeina koncentracija 
paraksantina v krvi nizka in nima vpliva na sam metabolizem kofeina. V primeru daljšega in 
rednega uživanja kofeina, pa se paraksantin v krvi začne kopičiti in zato vpliva na 
farmakološko aktivnost kofeina. Biološka razpolovna doba paraksantina je od  1,5 ure do 9,5 
ure. Območje je tako široko zaradi individualnih variabilnosti fizioloških dejavnikov in 
dejavnikov okolja, ki vplivajo na sam metabolizem kofeina (14). 
1.5.4 IZLOČANJE 
 
Presnovni produkti se iz organizma izločijo z urinom v 24 urah. Manj kot 3% kofeina se z 
urinom izloči v nespremenjeni obliki, saj se kofein takoj po glomerulni filtraciji reabsorbira v 
renalnih tubulih (14,16).  
1.6 SLINA KOT VZOREC ZA FARMAKOKINETIČNO ANALIZO 
 
Slina je brezbarven, moten, penast in lepljiv izloček žlez slinavk v ustni votlini. Sestavljena je 
iz 99% vode, ostalo pa predstavljajo organske in anorganske snovi. Slino izločajo obušesne, 
podjezične, podčeljustne slinavke in 200-300 malih slinavk raztresenih po ustni votlini. Na 
sestavo izločene sline vplivajo vegetativno živčevje in hormoni. Na količino pa mehanski 
dejavniki kot so sesanje in žvečenje, ki lahko izločanje povečajo za kar do 3 krat, kemijska 
stimulacija, ki lahko izločanje poveča za kar do 10 krat in psihična stimulacija. Slina nastaja v 
dveh stopnjah. V prvi stopnji nastane primarna slina, ki jo izločajo acinarne celice (žlezni 
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mešički) in je po sestavi elektolitov podobna sestavi v plazmi, poleg tega pa vsebuje tudi 85% 
vseh proteinov v slini. V drugi stopnji po prehodu skozi vse parotidne vode in kanalčke, kjer 
se izmenjajo elektroliti, nastane sekundarna slina (17). 
Pri večini farmakokinetičnih raziskav se za analizo kot vzorec uporablja plazma. V raziskavah 
kot je naša, kjer smo za analizo potrebovali večje število vzorcev v kratkem časovnem 
obdobju, pa se vse pogosteje uporablja slina, ker je sam odvzem neinvaziven. Slina se kot 
vzorec vse pogosteje uporablja tudi zaradi enostavnega odvzema, ki sicer še ni popolnoma 
standardiziran, kot je na primer odvzem krvi in urina, je pa dovolj dobro opredeljen. Analiza 
sline se v današnjem času uporablja že na skoraj vseh področjih biomedicinskih znanosti. 
Pomembno vlogo ima na področju deontologije, endokrinologije, pediatrije, imunologije, 
patologije, sodne medicine in celo v športu, saj lahko v slini dokažemo prisotnost različnih 
vrst drog, protiteles, merimo lahko koncentracije različnih hormonov, zdravilnih učinkovin in 
še bi lahko naštevali. Poleg tega so raziskave pokazale, da ima veliko analitov primerljive 
koncentracije v krvi in v slini. Na koncentracije snovi v slini vplivajo predvsem pretok sline, 
pH, način odvzema in možna kontaminacija vzorca (14,18).  
Odvzem sline je popolnoma enostaven, vendar je potrebno pred odvzemom preiskovancem 
podati natančne informacije, ker s tem vplivamo na kakovost vzorca. In sicer, preiskovanci si 
pred odvzemom ne smejo umivati zob, žvečiti žvečilnega gumija in vsaj pol ure pred 
odvzemom ne smejo zaužiti nobene hrane ali pijače, razen vode.  
Kot vzorec sline lahko uporabimo celokupno slino ali pa izločke posameznih žlez ustne 
votline. Celokupno slino pridobivamo brez stimulacije, s pljuvanjem v za to pripravljeno 
sterilno posodo ali z zbiranjem kapljic sline s spodnje ustnice ob slinjenju. Lahko pa jo 
pridobivamo tudi s stimulacijo, bodisi z dodatkom citronske kisline ali z žvečenjem. 
Citronska kislina ima to slabost, da zniža pH vzorca in lahko vpliva na rezulate določenih 
analiz. Za žvečenje se najpogosteje uporabljajo sterilne bombažne zobozdravstvene rolice. 
Izločke posameznih žlez pridobivamo s komercialno pripravljenimi zbiralniki, kot so pipete, 
tanke cevke ali filter papir, vendar je ta odvzem bolj kompleksen, zato ga mora izvajati 
izurjeno osebje. Najbolj razširjen odvzem, je odvzem celokupne sline brez stimulacije, ker je 
bolj preprost in ne zahteva posebno izurjenega osebja za odvzem. Tudi v našem primeru smo 
se odločili za tak odvzem.  
Vzorec sline hranimo na sobni temparaturi v primeru, da ga bomo analizirali takoj ali v roku 
30-90 minut. V nasprotnem primeru stabilnost vzorca povečamo tako, da ga shranimo pri 4°C 
za 3-6 ur ali celo zamrznemo na -20°C in je zato stabilen več dni do nekaj mesecev. Rast 
bakterij v vzorcu preprečimo z dodatkom natrijevega azida (NaN3), razgradnjo proteinov pa z 
dodatkom encimskih inhibitorjev (19).  
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1.7 POPULACIJSKA FARMAKOKINETIČNA ANALIZA 
 
Populacijska farmakokinetika (PFK) je v novejšem času naredila revolucijo na področju 
analize rezultatov kliničnih študij. Je področje klinične farmakologije, ki proučuje 
variabilnosti v plazemski koncentraciji zdravilnih učinkovin med posamezniki po 
standardnem odmerku zdravila.  Namen tega je ugotoviti kakšen vpliv imajo različne 
značilnosti posameznikov na absorpcijo, porazdelitev, metabolizem in izločanje zdravila ter s 
tem prilagoditi odmerjanje zdravil vsakemu posamezniku. Z modeli PFK lahko na podlagi 
plazemskih koncentracij zdravilne učinkovine ocenimo farmakokinetične parametre 
posameznika, ki so potrebni za prilagoditev odmerka. PFK igra pomembno vlogo tudi v 
razvoju novih zdravil. Farmakokinetika velikega števila  zdravil se v različnih populacijah 
proučuje že vsaj 20 do 30 let. PFK lahko izboljša zdravstveno oskrbo pacientov in razvoj 
novih zdravil (20, 21). 
1.7.1 LASTNOSTI PFK 
 
Pomembne razlike PFK analize v primerjavi s tradicionalnimi metodami so: 
 Farmakokinetične podatke poizkuša pridobiti iz populacije, ki je najbolj reprezentativna 
za populacijo, ki to zdravilo potem uporablja. 
 Za razliko od tradicionalnega farmakokinetičnega  pristopa prepozna za kakšno 
variabilnost gre ali je to interindividualna, intraindividualna ali časovna variabilnost in jo 
tudi  kvantitativno oceni. 
 Kvantitativno ocenjuje velikost naključne variabilnosti v populaciji, ki je zelo pomembna, 
saj se s povečanjem take variabilnosti zmanjšata učinkovitost in varnost učinkovine.  
 Skuša razložiti variabilnost s prepoznavanjem vzrokov, ki vplivajo na farmakokinetične 
lastnosti zdravila. Dejavniki farmakokinetične variabilnosti so: 
 Demografski (spol, telesna teža, starost, rasa). 
 Okoljski (kajenje, izpostavljenost onesnaževanju, dieta in še drugi). 
 Genetski (vplivajo na očistek zdravila preko metabolizma v jetrih, ki je odvisen od 
polimorfizma CYP). 
 Interakcije med zdravili. 
 Fiziološki in patofiziološki (nosečnost, ledvične ali jetrne okvare ter razna druga 
bolezenska stanja). 
 Ostali dejavniki (cirkadiani ritmi, prehranjevalne navade, fizična aktivnost…) (21) 
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1.7.2 PREDNOSTI IN SLABOSTI PFK 
 
Prednosti PFK v primerjavi s tradicionalnimi farmakokinetičnimi pristopi: 
 Za oceno farmakokinetičnih parametrov lahko uporabimo podatke pridobljene iz 
skopih ali  intenzivnih vzorčenj. 
 S PFK je možna analiza skopo vzorčenih koncentracijskih profilov, kar omogoča 
izvedbo preiskav tudi na posebnih populacijah kot so novorojenčki, starostniki, 
pacienti z AIDS-om, rakavi bolniki in drugi pacienti z zahtevno bolnišnično nego, kjer 
je število vzorcev omejeno zaradi etičnih in medicinskih razlogov.  
 Redko vzorčenje je stroškovno bolj učinkovito, obenem pa PFK tudi bolje oceni 
interindividualno variabilnost kot tradicionalni pristop. 
 PFK analiza prepozna vir variabilnosti in jo oceni. 
 PFK omogoča analizo heterogenih podatkov združenih iz različnih virov. 
 
Slabost PFK pristopa pa je, da za oceno PFK parametrov zahteva izkušeno osebje, ki zna 
izvajati zahtevne matematične in statistične tehnike (20, 21). 
1.7.3 PFK PODATKI 
 
PFK podatki so pogosto pridobljeni iz študij, ki so zasnovane in izvedene za druge namene ali 
med rutinsko bolnišnično oskrbo. Za PFK analizo lahko uporabimo dva tipa podatkov. 
Eksperimentalni tip podatkov, ki jih pridobimo s tradicionalnimi farmakokinetičnimi 
študijami, izvedenimi pod kontroliranimi pogoji odmerjanja zdravila in zahtevajo obsežno 
vzorčenje. Ali pa opazovalni tip podatkov, ki so pridobljeni med rutino pod minimalno 
nadzorovanimi pogoji in samo z nekaj omejitvami v zasnovi. Pri opazovalnem tipu podatkov 
je potrebno upoštevati različen način odmerjanja zdravila in od tega odvisno zbiranje vzorcev 
ter različno število vzorcev pri posameznikih, ki je običajno majhno (med 1 in 6) (20,21).  
1.7.4 RAZVOJ MODELA 
 
Model je predstavitev sistema in ga uporabljamo namesto sistema, da bi pojasnili in pridobili 
podatke o sistemu. Razvoj modela je iterativni postopek, kar pomeni, da zahteva večkratno 
obravnavo posameznih korakov modeliranja. Koraki modeliranja so: 
 Definiranje problema, ki ga želimo rešiti s PFK modelom oziroma opredelitev namena 
uporabe modela 
 Zbiranje in analiza  podatkov, ki lahko vključuje izvajanje poskusov in meritev 
 Razvoj osnovnega modela 
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 Iskanje vzorcev in povezav med parametri ter med parametri in sočasnimi 
spremenljivkami 
 Preizkušanje modela 
 Vrednotenje in verifikacija modela 
Namen uporabe modela je bistven pri razvoju modela. V fazi izdelave modela moramo 
upoštevati različne omejitve sistema in opazovane spremembe opisati z ustreznimi enačbami. 
Z vrednotenjem preverimo kakovost izbranega modela. Verifikacija pa vključuje preverjanje 
pravilne realizacije modela in odpravljanje napak. Poudariti moramo, da vsak model, tudi 
tisti, ki je najbolj skrbno načrtovan, vsaj minimalno odstopa od realnosti. Odstopanja so 
dostikrat posledica omejitev pri pridobivanju podatkov. Seveda pa moramo biti pozorni tudi 
na omejitve napovednih sposobnosti modela, glede na vgrajene mehanizme, z upoštevanjem 
namena uporabe modela. V praksi preveč natančen in s tem posledično kompleksen model, ki 
vključuje ogromno število parametrov in povezav, včasih celo takih, ki jih ne znamo ali ne 
moremo določiti, ni uporaben, saj se čas izračunov lahko zelo podaljša. Najboljši je enostaven 
model, ki ima pregledno in učinkovito vključene vse pomembne procese. Ne smemo pa 
pozabiti še na ustrezen opis vseh poenostavitev, ki smo jih med modeliranjem uvedli, saj nam 
povedo, kakšne omejitve moramo upoštevati pri rabi modela (22). 
1.7.5  OBLIKE MODELOV 
 
Glede na značilnost pojavov, ki jih opazujemo delimo modele na statične, kjer se rezultati 
opazovanja s časom ne spreminjajo in dinamične z opisanimi časovnimi spremembami. 
Lahko jih delimo tudi na naključne in deterministične ter na linearne in nelinearne modele. 
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2. NAMEN DELA 
 
Presnova kofeina v jetrih poteka izključno z encimom CYP1A2. Skoraj ves se presnovi v 
paraksantin, zato lahko hitrost te encimske reakcije uporabimo za fenotipizacijo encima 
CYP1A2. Hitrost te reakcije se v praksi običajno oceni z razmerjem koncentracij 
paraksantin/kofein 4 ure po peroralnem dajanju kofeina.  
Za oceno aktivnosti encima CYP1A2 in s tem fenotipa bomo določili tudi farmakokinetične 
parametre in njihovo variabilnost v populaciji. To bomo storili s programsko opremo 
NONMEM na podatkih pridobljenih v raziskavi podjetja Illycaffe, izvedeni na 18 
prostovoljcih. Med drugimi bomo izračunali očistke kofeina in paraksantina ter preverili 
kakšna je korelacija med očistkom kofeina in razmerjem koncentracij paraksantin/kofein 4 ure 
po peroralni aplikaciji kofeina. V ta namen bomo razvili populacijski farmakokinetični model.  
Najprej bomo razvili enostavni model, ki bo temeljil le na časovnih potekih koncentracije  
kofeina, nato pa bomo razvili še populacijske modele, ki bodo vključeval tudi časovne poteke 
paraksantina kot glavnega produkta presnove kofeina. Razvite modele bomo ovrednotili. Med 
temi modeli bomo izbrali najboljšega in na podlagi pridobljenih podatkov koncentracij 
kofeina in paraksantina 4 ure po peroralni aplikaciji kofeina napovedali še koncentracije 
kofeina in paraksantina ob kasnejših časih 6 ure, 8 ur in 10 ur po aplikaciji. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 KLINIČNA RAZISKAVA  
 
Klinični del raziskave so izvedli v podjetju Illycaffe, Trst (glavni raziskovalec: dr. Luciano 
Navarini). Raziskavo so izvedli na 18-tih zdravih osebah, od tega je bilo 5 žensk in 13 
moških. Vsi so bili nekadilci in so redno uživali kavo. Vsi prostovoljci so 3-krat v razmiku 
enega tedna zjutraj med 8. in 9. uro popili standardizirano kavo s 75 mg kofeina. Časovni 
potek koncentracije kofeina in paraksantina so spremljali v vzorcih sline, ki so bili odvzeti 5 
min pred obremenitvijo s kavo in ob času 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 in 240 min po 
obremenitvi. Odvzem vzorcev sline (2 – 3 ml) je potekal tako, da so si  prostovoljci 2 minuti 
pred odvzemom sprali ustno votlino z vodo in potem brez stimulacije z žvečenjem pljuvali v 
plastično posodo. Vzorci so bili do priprave shranjeni na temperaturi 4ºC. Na dan raziskave 
med zbiranjem vzorcev prostovoljci niso uživali hrane, da bi se izognili kontaminaciji vzorca. 
Prostovoljci pred in med raziskavo niso jemali zdravil, izključitvena kriterija za sodelovanje v 
raziskavi sta bila tudi nosečnost in hormonska kontracepcija. Prostovoljci minimalno 12 ur 
pred pričetkom raziskave niso zaužili kofeina v obliki kave, čaja, čokolade ali energijske 
pijače in minimalno 24 ur pred pričetkom hrane, ki lahko vsebuje aktivatorje ali induktorje 
encima CYP1A2.  
Povprečna starost ± SD prostovoljcev je bila 41,2 ± 7,6 let, telesna masa pa 71,9 ± 12,5 kg. 
Beležili so tudi povprečno dnevno obremenitev s kofeinom tako, da so prostovoljce spraševali 
po številu popitih skodelic kave na dan.  
3.2 ANALIZNA METODA 
 
Koncentracije kofeina in paraksantina so v vzorcih sline merili s tekočinsko kromatografijo 
ultra visoke zmogljivosti (UHPLC). Za analizo so uporabili kromatografski sistem 1290 
Infinity in kromatografsko kolono Poroshell dimenzij 4,6 mm x 150 mm, 2,7 µm 120 SB-C18 
(Agilent Technologies, Waldbronn, Nemčija). Standardi, reganti in topila za analizo: 
benzotriazol (interni standard), kofein, paraksantin, etil acetat, mravljično kislino in acetonitril 
so bili kupljeni pri Sigma-Aldrich (Steinheim am Albuch, Nemčija).  
Vzorec sline 1 ml so ekstrahirali s 4 ml etil acetata, ga 5 minut mešali na vorteks mešalu in 
centrifugirali 10 minut pri 4000 g. Ločeno organsko fazo so potem posušili do suhega nad 
parami dušika pri 45°C. Suhi preostanek so pred injiciranjem na kolono rekonstituirali v 
mobilni fazi. Mobilna faza je bila zmes acetonitrila (A) in 0,1% vodne raztopine mravljične 
kisline (B). Pretok na koloni je bil 1 ml/min z linearnim gradientom od 90% B pri 0 minutah 
do 73% B pri 6 minutah. Analite so detektirali pri valovni dolžini 273 nm. Metoda je bila 




= 0,99, paraksantin r
2 
= 0,97). Meja določljivosti (LOQ) in meja detekcije 
(LOD) sta bili za kofein 0,05 µg/ml in 0,02 µg/ml ter za paraksantin 0,07 µg/ml in 0,02 
µg/ml.  
3.3 FARMAKOKINETIČNA IN STATISTIČNA ANALIZA  
 
Farmakokinetično analizo smo izvedli z razvojem štirih različnih populacijskih 
farmakokinetičnih modelov.  Razlikujejo se glede na število prostorov za opis časovnega 
poteka koncentracije kofeina in paraksantina. Z Modelom 1 in Modelom 2 smo opisovali 
samo časovni potek koncentracije kofeina. Model 1 je enoprostorni model, Model 2 pa je 
vključeval še stranski prostor (dvoprostorni model). V Modelu 3 in Modelu 4 smo v 
dvoprostorni model za kofein vključili tudi presnovo kofeina do paraksantina. V Modelu 3 
smo porazdeljevanje paraksantina opisali z enim prostorom, v Modelu 4 pa smo dodali še 
stranski prostor za paraksantin. 
3.3.1 MODEL 1: ENOPROSTORNI MODEL FARMAKOKINETIKE KOFEINA 
 
Model 1 je enoprostorni odprti model z absorpcijo in eliminacijo prvega reda. Shema tega 
modela je prikazana na Slika 4. Absorpcija kofeina poteka kmalu po zaužitju. Skoraj ves se 
absorbira v kri in se veže na plazemske proteine. Nekaj kofeina, ki je vezan na proteine se 
porazdeli tudi v slino, tako da sta koncentraciji v slini in plazmi v ravnovesju. Kofein s 
plazmo prispe v jetra, kjer se presnovi v 3 primarne presnovne produkte, ki se izločijo z 
urinom.  
  
Slika 4: Shema osnovnega modela (D – odmerek, Ka – hitrostna konstanta absorpcije, Ke – 
hitrostna konstanta eliminacije, CL – očistek, Vd – volumen porazdelitve) 
 
Za določanje koncentracije kofeina v plazmi in ostalih farmakokinetičnih parametrov kofeina  
smo uporabili slino, saj je odvzem bolj enostaven in manj invaziven. Slina je filtrat plazme in 
je zato po sestavi zelo podobna plazmi. Raziskave so pokazale, da je koncentracija 
nevezanega kofeina v plazmi v stacionarnem stanju primerljiva s koncentracijo v slini. 
Ka Ke = CL/Vd 
plazma 
slina 
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𝑡) − 𝑒𝑥𝑝(−𝐾𝑎 𝑡)]                Enačba 1 
 
Pri merjenju koncentracij kofeina v slini ob času 0 minut (pred aplikacijo znanega odmerka 
kofeina D) smo opazili, da nihče ni imel koncentracije kofeina 0 mg/l, kot bi pričakovali. 
Nizke koncentracije kofeina ob času 0 minut so verjetno posledica uživanja hrane ali pijače, 
ki vsebuje kofein v preteklosti oziroma prekratek čas abstinence od kofeina pred pričetkom 
raziskave. Ta problem smo rešili tako, da smo v model dodali dolgotrajno intravensko infuzijo 
kofeina, tako da je bilo vzpostavljeno stacionarno stanje. V času 0 je bila infuzija kofeina 
prekinjena. Poleg ostalih farmakokinetičnih parametrov smo ocenjevali tudi hitrost infuzije 
(začetni pogoj). 
3.3.2 MODEL 2: DVOPROSTORNI  MODEL FARMAKOKINETIKE KOFEINA  
 
Pri tem modelu smo dodali dodaten periferni prostor za kofein in iz enoprostornega modela 
prešli na dvoprostornega. Nismo pa še upoštevali metabolizma kofeina do paraksntina. 
3.3.3 MODEL 3: FARMAKOKINETIKA PRESNOVE KOFEINA DO 
PARAKSANTINA 
  
V ta model smo poleg farmakokinetike kofeina vključili še metabolizem kofeina do glavnega 
metabolita paraksantina. Tudi koncentracija paraksantina pred poskusom ni bila pri vseh 
preiskovancih enaka 0 mg/l. Zato smo tudi pri modelih s presnovo dodali dolgotrajno 
intravensko infuzijo kofeina, tako da je bilo vzpostavljeno stacionarno stanje. V času 0 je bila 
infuzija kofeina prekinjena.  
 
3.3.4 MODEL 4: DVOPROSTORNI MODEL FARMAKOKINETIKE KOFEINA IN 
PARAKSANTINA 
 
Ta model je bil najbolj kompleksen, saj je vseboval 2 prostora za kofein in 2 prostora za 
paraksantin. 
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3.3.5 IZRAČUN VARIABILNOSTI 
 
S programom NONMEM smo izračunali še ostale farmakokinetične parametre, variabilnost 
farmakokinetičnih parametrov med osebami, variabilnost farmakokinetičnih parametrov med 
dogodki (poskus smo za vsako osebo 3 krat ponovili) in rezidualno variabilnost koncentracije 
kofeina in paraksantina. Predpostavili smo, da je variabilnost farmakokinetičnih parametrov 
med osebami in med dogodki logaritemsko normalna (multiplikativni model), zato smo za 




− 1 x100                                                  Enačba 2 
 
3.3.6 VREDNOTENJE MODELA 
 
Parametre vseh štirih farmakokinetičnih modelov smo ocenjevali s programskim paketom 
NONMEM. NONMEM za ocenjevanje parametrov modela uporablja algoritem največjega 
verjetja. Rezultat je za posamezen model podan kot vrednost objektivne funkcije (OFV), ki je 
enaka -2-kratniku logaritma največjega verjetja. Prileganje modelov eksperimentalnim 
podatkom smo primerjali z Akaikejevim informacijskim kriterijem (AIC), ki smo ga 
izračunali z Enačbo 3. Na ta način smo kompenzirali razliko v številu parametrov med 
modeli. Najustreznejši model je bil tisti, ki je imel najmanjšo vrednost AIC.  
 
                                         AIC= OFV + 2 x (Nparametrov)                                            Enačba 3 
 
OFV – vrednost objektivne funkcije smo izračunali s programom NONMEM. 
Nparametrov – Št. parametrov je seštevek N(theta) in N (eta) 
 
Prileganje modelov smo ovrednotili tudi grafično. Izrisali smo diagnostične diagrame 
populacijske in individualne napovedi, iz katerih je razvidno kako se izmerjene koncentracije 
ujemajo z napovedanimi, ki jih izračunamo z modelom. Diagnostični diagram populacijske 
napovedi ne vključuje variabilnosti (IIV in IOV), medtem ko individualni diagram predstavlja 
napoved z variabilnostjo (IIV in IOV). Črna črta na diagramih predstavlja linijo enakosti 
(x=y), rdeča črta pa LOESS gladilko. Poleg teh diagnostičnih diagramov smo izdelali še 
individualne diagrame prileganja populacijske in individualne napovedi za vsakega 
posameznika posebej in ločeno za vse 4 dogodke.   
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3.3.7 UJEMANJE RAZMERJA KONCENTRACIJ PARAKSATINA IN KOFEINA Z 
OČISTKI KOFEINA 
 
Za oceno aktivnosti encima CYP1A2 smo poleg razvitih populacijskih modelov preverili še 
kakšno je ujemanje razmerja koncentracij paraksantina in kofeina z očistki kofeina 4 ure po 
peroralnem dajanju kofeina. Te podatke smo nato vnesli v izbrani populacijski model  ter s 
tem modelom napovedali koncentracije kofeina in paraksantina ob kasnejših urah.  
4. REZULTATI 
4.1 PRILEGANJE MODELOV EKSPERIMENTALNIM MERITVAM 
 
V Preglednici VI so zbrani podatki o številu parametrov, vrednostih OFV in AIC za vse štiri 
farmakokinetične modele. Z Modelom 3 in Modelom 4 izračun kavariančne matrike 
parametrov z NONMEM ni bil uspešen, zato izračun natančnosti ocen parametrov teh dveh 
modelov ni bil možen. Razvoj modelov smo začeli z opisom časovnega poteka koncentracije 
kofeina (Model 1 in Model 2). Nižja vrednost AIC za Model 2 nam pove, da časovni potek 
koncentracije kofeina bolje opisuje dvoprostorni model. Nadaljnja primerjava AIC za Model 
3 in Model 4 pa nam pove, da je tudi za opis farmakokinetike paraksantina ustreznejši 
dvoprostorni model. Poskusili smo ocenjevati variabilnost vseh farmakokinetičnih parametrov 
(IIV in IOV). Zaradi krčenja variabilnosti (ang. shrinkage) to ni bilo vedno možno, zato smo 
pri posameznem modelu preizkušali tudi različne modele za variabilnost posameznega 
parametra (konstanten – brez variabilnosti, celokupna variabilnost – TV, IIV + IOV). Tudi pri 
tem smo kot kriterij prileganja uporabili AIC. V Preglednici II in v nadaljevanju so prikazani 
rezultati za modele z optimalnim opisom variabilnosti. 
 




Št. prostorov za 
paraksantin 
Št. parametrov OFV AIC 
Model 1 1 / 10 199,96 219,96 
Model 2 2 / 14 -148,25 -120,25 
Model 3 2 1 19 -1031,52 -993,52 
Model 4 2 2 21 -1039,54 -997,54 
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4.2 MODEL 1 
 
Zaradi hitre absorpcije kofeina variabilnosti hitrostne konstante absorpcije nismo uspeli 
oceniti. Farmakokinetični parametri Modela 1 so zbrani v Preglednici III.  
 




IIV (RSE%) IOV (RSE%) TV (RSE%) 
K0 (mg/h) 1.71 28 / / 313.4 (21) 
Ka (h
-1
) 19.2 13 / / / 
CL (L/h) 5.81 9 29.9 (41) 22.2 (48) / 




29.2 11    
K0 – hitrost infuzije, Ka – hitrostna konstanta absorpcije, CL – očistek, V – volumen porazdelitve, IIV – 
interindividualna variabilnost, IOV – variabilnost med dogodki, TV – celokupna variabilnost, RSE% – relativna 
standardna napaka 
 
Vizualno prileganje Modela 1 je prikazano na Slikah 5 do 8. 
 
 
Slika 5: Diagnostični diagram Modela 1, Populacijska napoved ~ Izmerjena koncentracija 
kofeina. 
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Slika 6: Diagnostični diagram Modela 1, Individualna napoved ~ Izmerjena koncentracija 
kofeina.  
 
Slika 7: Diagnostični diagram Modela 1, Populacijska napoved ~ Uteženi rezidual. 
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Slika 8: Diagnostični diagram Modela 1, Čas ~ Uteženi rezidual. 
 
 
Individualni koncentracijski profili kofeina v slini so prikazani na Slikah 9 do 11.  
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Slika 9: Individualni diagrami prileganja Modela 1 za prvo aplikacijo kofeina pri 18 osebah, 
točke – izmerjene koncentracije, rdeča črta – populacijska napoved, modra črta – individualna 
napoved.  
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Slika 10: Individualni diagrami prileganja Modela 1 za drugo aplikacijo kofeina pri 18 
osebah, točke – izmerjene koncentracije, rdeča črta – populacijska napoved, modra črta – 
individualna napoved. 
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Slika 11: Individualni diagrami prileganja Modela 1 za tretjo aplikacijo kofeina pri 18 osebah, 
točke – izmerjene koncentracije, rdeča črta – populacijska napoved, modra črta – individualna 
napoved. 
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4.3 MODEL 2 
 
Farmakokinetični parametri Modela 2 so zbrani v Preglednici IV.  




IIV (RSE%) IOV (RSE%) TV (RSE%) 
K0 (mg/h) 2.29 13 / / 297.7 (19) 
Ka (h
-1
) 5.91 22 / / / 
CL (L/h) 3.30 16 50.6 (49) 31.8 (35) / 
V1 (L) 
1.58 32 / / / 
V2 (L) 
30.3 13 24.4 (57) 15.8 (39) / 




16.5 9    
K0 – hitrost infuzije, Ka – hitrostna konstanta absorpcije, CL – očistek, V1 – volumen centralnega prostora, V2 – 
volumen stranskega prostora, Q – distribucijski očistek, IIV – interindividualna variabilnost, IOV – variabilnost 
med dogodki, TV – celokupna variabilnost, RSE% – relativna standardna napaka 
 
Vizualno prileganje Modela 2 je prikazano na Slikah 12 do 15. 
 
 
Slika 12: Diagnostični diagram Modela 2, Populacijska napoved ~ Izmerjena koncentracija 
kofeina. 
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Slika 13: Diagnostični diagram Modela 2, Individualna napoved ~ Izmerjena koncentracija 
kofeina.  
 
Slika 14: Diagnostični diagram Modela 2, Populacijska napoved ~ Uteženi rezidual. 
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Slika 15: Diagnostični diagram Modela 2, Čas ~ Uteženi rezidual. 
 
 
Individualni koncentracijski profili kofeina v slini so prikazani na Slikah 16 do 18.  
- 37 - 
 
 
Slika 16: Individualni diagrami prileganja Modela 2 za prvo aplikacijo kofeina pri 18 osebah, 
točke – izmerjene koncentracije, rdeča črta – populacijska napoved, modra črta – individualna 
napoved.  
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Slika 17: Individualni diagrami prileganja Modela 2 za drugo aplikacijo kofeina pri 18 
osebah, točke – izmerjene koncentracije, rdeča črta – populacijska napoved, modra črta – 
individualna napoved. 
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Slika 18: Individualni diagrami prileganja Modela 2 za tretjo aplikacijo kofeina pri 18 osebah, 
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4.4 MODEL 3 
 
Farmakokinetični parametri Modela 3 so zbrani v Preglednici V. Izračun kovarianc ni bil 
uspešen, zato natančnosti ocen parametrov niso podane. 
 




IIV IOV TV 
K0 (mg/h) 1.08 / / 282 
Ka (h
-1
) 6.76 / / / 
CL (L/h) 3.50 40.1 23.8 / 
V1 (L) 
1.79 / / / 
V2 (L) 
28.1 25.9 16.4 / 
Q (L/h) 19.6 75.9 46.3  
CLm (L/h) 
2.47 / / 89.4 
Vm (L) 




16.9    
Proporcionalna napaka 
paraksantin (%) 
27.4    
K0 – hitrost infuzije, Ka – hitrostna konstanta absorpcije, CL – očistek, V1 – volumen centralnega prostora, V2 – 
volumen stranskega prostora, Q – distribucijski očistek, CLm  - očistek metabolita (paraksantina), Vm  - volumen 
porazdelitve metabolita (paraksantina), IIV – interindividualna variabilnost, IOV – variabilnost med dogodki, 
TV – celokupna variabilnost, RSE% – relativna standardna napaka 
 
Vizualno prileganje Modela 3 za metabolit (paraksantin) je prikazano na Slikah 19 do 22. 
Prileganje Modela 3 časovnim potekom koncentracije kofeina je primerljivo prileganju 
Modela 2. 
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Slika 19: Diagnostični diagram Modela 3 za metabolit (paraksantin), Populacijska napoved ~ 
Izmerjena koncentracija paraksantina. 
 
Slika 20: Diagnostični diagram Modela 3 za metabolit (paraksantin), Individualna napoved ~ 
Izmerjena koncentracija paraksantina.  
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Slika 21: Diagnostični diagram Modela 3 za metabolit (paraksantin), Populacijska napoved ~ 
Uteženi rezidual. 
 
Slika 22: Diagnostični diagram Modela 3 za metabolit (paraksantin), Čas ~ Uteženi rezidual. 
 
 
Individualni koncentracijski profili paraksantina v slini so prikazani na Slikah 23 do 25.  
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Slika 23: Individualni diagrami prileganja Modela 3 za prvo aplikacijo kofeina pri 18 osebah, 
točke – izmerjene koncentracije paraksantina, rdeča črta – populacijska napoved, modra črta – 
individualna napoved.  
- 44 - 
 
 
Slika 24: Individualni diagrami prileganja Modela 3 za drugo aplikacijo kofeina pri 18 
osebah, točke – izmerjene koncentracije paraksantina, rdeča črta – populacijska napoved, 
modra črta – individualna napoved. 
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Slika 25: Individualni diagrami prileganja Modela 3 za tretjo aplikacijo kofeina pri 18 osebah, 
točke – izmerjene koncentracije paraksantina, rdeča črta – populacijska napoved, modra črta – 
individualna napoved. 
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4.5 MODEL 4 
 
Farmakokinetični parametri Modela 4 so zbrani v Preglednici VI. Tudi pri Modelu 4 izračun 
kovarianc ni bil uspešen, zato natančnosti ocen parametrov niso podane. 
 




IIV IOV TV 
K0 (mg/h) 1.09 / / 275 
Ka (h
-1
) 5.83 / / / 
CL (L/h) 3.52 40.1 23.7 / 
V1 (L) 1.73 / / / 
V2 (L) 29.6 24.8 17.3 / 
Q (L/h) 22.6 86.7 50.9 / 
CLm (L/h) 2.42 / / 76.0 
Vm,1 (L) 72.1 / / 98.7 
Vm,2 (L) 234.1 / / / 




17.0    
Proporcionalna napaka 
paraksantin (%) 
27.1    
K0 – hitrost infuzije, Ka – hitrostna konstanta absorpcije, CL – očistek, V1 – volumen centralnega prostora, V2 – 
volumen stranskega prostora, Q – distribucijski očistek, CLm  - očistek metabolita (paraksantina), Vm,1  - 
volumen centralnega prostora za metabolit (paraksantin), Vm,2  - volumen stranskega prostora za metabolit 
(paraksantin), Qm – distribucijski očistek za metabolit (paraksantin), IIV – interindividualna variabilnost, IOV – 
variabilnost med dogodki, TV – celokupna variabilnost, RSE% – relativna standardna napaka 
 
Vizualno prileganje Modela 4 za metabolit (paraksantin) je prikazano na Slikah 26 do 29. 
Prileganje Modela 4 časovnim potekom koncentracije kofeina je primerljivo prileganju 
Modela 2. 
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Slika 26: Diagnostični diagram Modela 4 za metabolit (paraksantin), Populacijska napoved ~ 
Izmerjena koncentracija. 
 
Slika 27: Diagnostični diagram Modela 4 za metabolit (paraksantin), Individualna napoved ~ 
Izmerjena koncentracija.  
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Slika 28: Diagnostični diagram Modela 4 za metabolit (paraksantin), Populacijska napoved ~ 
Uteženi rezidual. 
 
Slika 29: Diagnostični diagram Modela 4 za metabolit (paraksantin), Čas ~ Uteženi rezidual. 
 
 
Individualni koncentracijski profili paraksantina v slini so prikazani na Slikah 30 do 32.  
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Slika 30: Individualni diagrami prileganja Modela 4 za prvo aplikacijo kofeina pri 18 osebah, 
točke – izmerjene koncentracije paraksantina, rdeča črta – populacijska napoved, modra črta – 
individualna napoved.  
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Slika 31: Individualni diagrami prileganja Modela 4 za drugo aplikacijo kofeina pri 18 
osebah, točke – izmerjene koncentracije paraksantina, rdeča črta – populacijska napoved, 
modra črta – individualna napoved. 
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Slika 32: Individualni diagrami prileganja Modela 4 za tretjo aplikacijo kofeina pri 18 osebah, 
točke – izmerjene koncentracije paraksantina, rdeča črta – populacijska napoved, modra črta – 
individualna napoved. 
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4.6 KORELACIJA METABOLIČNEGA RAZMERJA PARAKSANTIN/KOFEIN Z 
OČISTKOM KOFEINA 
 
Ujemanje med očistkom kofeina za posamezno osebo in posamezno aplikacijo kofeina, ki je 
bil ocenjen z Modelom 2 in očistkom, ki je bil ocenjen z Modelom 4, je prikazano na Sliki 33. 
Vidimo lahko, da se posamezne ocene očistka kofeina zelo razlikujejo, med 1.24 in 9.78 L/h 
za Model 2 in med 1.71 in 9.17 L/h za Model 4. Ne glede na veliko variabilnost očistka 
kofeina se obe oceni razmeroma dobro ujemata. Koeficient determinacije je 0.946, povprečna 
ocena očistka z Modelom 4 je v povprečju nekoliko večja kot ocena z Modelom 2. Ne glede 
na dobro korelacijo med ocenama očistka, je povezava med ocenami očistka in metaboličnim 
razmerjem paraksantin/kofein v slini ob času 4 ure po aplikaciji zelo šibko (Slika 34). 
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Slika 34: Ujemanje posameznih ocen očistka z Modelom 4 in metaboličnim razmerjem 
paraksantin/kofein v vzorcih sline 4 ure po aplikaciji kofeina.  
 
Da bi ugotovili ali je šibka korelacija med eksperimentalno določenim metaboličnim 
razmerjem paraksantin/kofein v vzorcu sline 4 ure po aplikaciji kofeina in oceno očistka 
kofeina s populacijskim farmakokinetičnim modelom posledica velike rezidualne napake, ki 
vključuje tudi analitsko napako, smo preverili še ujemanje z individualnimi z modelom 
napovedanimi metaboličnimi razmerji ob časih 4 do 10 ur po aplikaciji kofeina. Ujemanje je 
prikazano na Sliki 35. 
 
 
Slika 35: Ujemanje med ocenami očistka kofeina, ki so bile določene z Modelom 4 in z 
modelom napovedanimi posameznimi ocenami metaboličnega razmerja v vzorcih sline, ki so 
bili odvzeti v času 4 do 10 ur po aplikaciji kofeina. 
 
Iz Slike 35 lahko vidimo, da je ujemanje z napovedanim metaboličnim razmerjem ob času 4 
ure po aplikaciji kofeina nekoliko boljše kot z eksperimentalno izmerjenim metaboličnim 
razmerjem, saj ta ne vključuje rezidualne eksperimentalne napake. Hkrati lahko opazimo tudi, 
da je ujemanje z metaboličnim razmerjem boljše ob kasnejših časih (10 ur po aplikaciji 
kofeina). Vzrok za boljše ujemanje ob kasnejših časih bi lahko bil eliminacija kofeina in 
paraksantina, ki je bil prisoten v telesu pred začetkom poskusa (ob času 0) in smo ga v 
modelu opisali s kontinuirano infuzijo kofeina, ki je bila prekinjena v času aplikacije kofeina. 
Da bi preverili to hipotezo, smo z Modelom 4 simulirali raziskavo na 18 osebah, pri čemer 
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smo hitrost infuzije kofeina in s tem tudi koncentracijo kofeina in paraksantina v vseh 
prostorih ob času 0 nastavili na 0. Da bi bili rezultati simulacije primerljivi realnemu 
eksperimentu, smo za napoved koncentracij kofeina in paraksantina simulirali 
intraindividualno variabilnost farmakokinetičnih parametrov, kot tudi variabilnost med 
dogodki in rezidualno variabilnost. Ujemanje med simuliranimi vrednostmi metaboličnega 
razmerja v slini ob različnih časih (z in brez rezidualne variabilnosti) in simuliranimi 
vrednostmi očistka kofeina je prikazano na Sliki 36. Pri simulaciji brez rezidualne 
variabilnosti lahko opazimo, da je ujemanje med metaboličnim razmerjem paraksantin/kofein 
in očistkom kofeina boljše ob kasnejših časih (8 ur po aplikaciji kofeina). Ta rezultat je 
pričakovan, saj so kasnejše meritve koncentracije kofeina in paraksantina v večji meri odvisne 
od očistka kofeina ter v manjši meri od ostalih parametrov (hitrost absorpcije, volumni 
porazdelitve). Učinek variabilnosti ostalih farmakokinetičnih parametrov postaja zato ob 
daljših časih po aplikaciji kofeina vedno manj pomemben. Nasprotno pa pri simulaciji z 
rezidualno variabilnostjo lahko opazimo, da je ujemanje najboljše v času 4 ure po aplikaciji 
kofeina. To je tudi standardni čas odvzema vzorca pri večini protokolov za fenotipizacijo 
CYP1A2 s kofeinom. To lahko pojasnimo z dejstvom, da z nižanjem koncentracije kofeina in 
paraksantina postaja vedno bolj pomemben vpliv rezidualne napake. Pri nizki koncentraciji 
kofeina in paraksantina enaka eksperimentalna napaka mnogo bolj vpliva na razmerje 
koncentracij kot pri visokih koncentraciji kofeina in paraksantina.  
 
  






Slika 36: Ujemanje med simuliranimi ocenami očistka kofeina in posameznimi ocenami 
metaboličnega razmerja v vzorcih sline, ki so bili odvzeti v času 3 do 8 ur po aplikaciji 
kofeina. Za simulacijo je bil uporabljen Model 4. V diagramih na levi strani so prikazana 
metabolična razmerja, ki vključujejo rezidualno variabilnost, v diagramih na desni pa so 
metabolična razmerja brez rezidualne variabilnosti (izračun neposredno iz individualnih 
napovedi koncentracije paraksantina in kofeina v vzorcih sline).  
  




Citokrom CYP1A2 sodeluje pri presnovi velike skupine učinkovin. Njihovi terapevtski in 
neželeni učinki so pogosto povezani z njegovo aktivnostjo. CYP1A2 je genetsko polimorfen. 
V podatkovni zbirki Konzorcija za variacijo farmakogenov (ang. Pharmacogene Variation 
Consortium, https:/www.pharmvar.org) je opisanih 41 variacij CYP1A2 alela. Nekateri aleli 
so povezani z manjšo aktivnostjo CYP1A2, zmanjšano, ali celo prekinjeno je lahko izražanje 
gena, spremeni pa se lahko tudi njegova inducibilnost (npr. CYP1A2*1F). Na njegovo 
aktivnost poleg genetskih polimorfizmov dokazano vplivajo še spol, kajenje in uporaba 
peroralne kontracepcije  pri ženskah. V kliničnih in biokemičnih raziskavah in vitro se za 
določanje aktivnosti (fenotipa) CYP1A2 pogosto uporablja merjenje hitrosti presnove kofeina 
do paraksantina, saj ta reakcija poteka skoraj izključno s CYP1A2. To lahko vidimo tudi v 
predhodno opravljenih raziskavah (23). 
Kofein je pogosto tudi sestavina različnih fenotipizacijskih koktajlov. Kofein in paraksantin 
dobro prehajata v slino, zato za fenotipizacijo lahko uporabimo določitev njunega 
metaboličnega razmerja v vzorcu sline. Ta pristop se zdi zelo praktičen, saj gre za aplikacijo 
razmeroma varnega in dobro preizkušenega ksenobiotika, vzorčenje je neinvazivno, analiza 
vzorca pa je razmeroma nezahtevna. Meritev, ki temelji na analizi enega samega vzorca je 
zelo hitra. Obremenitev za pacienta je zato minimalna. Problematična pa je lahko velika 
razširjenost kofeina v različnih živilih in pijačah, zaradi katere se težko v celoti izognemu 
nenamenskemu vnosu kofeina pred poskusom in s tem interakciji z analizo fenotipa. V praksi 
se za fenotipizacijo CYP1A2 najpogosteje uporabljajo vzorci sline, ki so odvzeti 4 ure po 
peroralni aplikaciji kofeina. 
V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti kako dobro metabolično razmerje paraksantin/kofein 
v vzorcih sline 4 ure po aplikaciji kofeina korelira z očistkom kofeina. Očistek kofeina 
predstavlja neposreden kazalnik aktivnosti CYP1A2. Koncentracija kofeina v krvni plazmi in 
slini je primeljiva. To so dokazovali tudi v predhodnji raziskavi (24). To dejstvo in možnost 
neinvazivnega vzorčenja sline zato predstavlja dobro možnost za spremljanje farmakokinetike 
kofeina.  
Osnova za našo farmakokinetično in statistično analizo so bili podatki pridobljenih v raziskavi 
podjetja Illycaffe, izvedeni na 18 prostovoljcih. Prostovoljci so trikrat v razmaku enega tedna 
popili standardizirano kavo s 75 mg kofeina. Koncentracije kofeina in paraksantina so merili 
v vzorcih sline in sicer ob času 5 min pred obremenitvijo s kavo, in ob času 15, 30, 45, 60, 90, 
120, 180 in 240 min po obremenitvi. Z raziskavo so želeli ugotoviti ali večje uživanje kave 
(več kot 3 skodelice na dan) poveča hitrost presnove kofeina (indukcija metabolizma).  
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Farmakokinetično analizo pridobljenih podatkov smo izvedli s statističnim programom 
NONMEM. Začeli smo z razvojem štirih različnih populacijskih modelov, ki se razlikujejo 
glede na število prostorov za opis porazdelitve kofeina in paraksantina. Prileganje 
eksperimentalnim podatkom smo za vse modele petkrat ponovili. Na ta način smo preverili 
ponovljivost analize in zagotovili, da je dobljeni minimum objektivne funkcije globalen. 
Izračunali smo osnovne farmakokinetične parametre, določili njihove tipične vrednosti v 
populaciji oseb (geometrična srednja vrednost) in njihovo celokupno variabilnost, variabilnost 
med osebami in med dogodki. Opredelili smo tudi rezidualno variabilnost, ki vkjučuje napako 
analitske metode. Predpostavili smo logaritemsko normalno porazdelitev parametrov, zato 
smo ocene variabilnosti podali kot koeficiente variacije. Ugotovili smo, da je za opis 
rezidualne variabilnosti najprimernejši model proporcionalne napake. Podobno 
farmakokinetično analizo in oceno interindividualne variabilnosti so izvedli že v predhodno 
objavljeni  raziskavi (25). 
Model 1 je bil osnovni enoprostorski model kofeina, rezultati farmakokinetične analize so 
predstavljeni v Preglednici II. Za ta model smo določili hitrostno konstanto absorpcije 
kofeina, njegov volumen porazdelitve in očistek. Določili smo tudi variabilnost očistka in 
volumna porazdelitve med osebami in med dogodki, za hitrostno konstanto absorpcije pa ta 
analiza ni bila možna, saj je absorpcija kofeina zelo hitra, zaostanek kofeina v ustni votlini v 
času do 15 minut po pitju kave pa onemogoča zgodnejše meritve v vzorcih sline.  
V Model 2 smo vključili še periferni prostor za kofein, tako da smo iz enoprostornega prešli 
na dvoprostorni model. Rezultati farmakokinetične analize so predstavljeni v Preglednici III. 
Poleg prej omenjenih farmakokinetičnih parametrov smo določili še volumen perifernega 
prostora in distribucijski očistek ter njuni variabilnosti, nismo pa mogli ocenjevati 
variabilnosti hitrostne konstante absorpcije in volumna centralnega prostora. Tudi za Model 2 
smo izrisali različne diagnostične diagrame iz katerih lahko vidimo boljše ujemanje modela z 
eksperimentalnimi podatki. Pri individualnih diagramih vidimo podobno kot pri Modelu 1, 
tudi z Modelom 2, da sta osebi 1 in 6 nad povprečjem ostalih oseb pri vseh treh dogodkih 
(počasna presnavljalca) ter oseba 10 pod  povprečjem ostalih pri prvem in drugem dogodku. 
Model 3 se od prejšnjih dveh modelov razlikuje po tem, da smo vanj vključili še presnovo 
kofeina do paraksantina, torej smo imeli še en prostor. Rezultati farmakokinetične analize 
Modela 3 so predstavljeni v Preglednici IV, dodatno smo izračunali še očistek metabolita 
(paraksantina) - CLM in volumen porazdelitve za metabolit - VM ter ocenili njuni clokupni 
variabilnosti. Razlikovanje med variabilnostjo med osebami in dogodki, zaradi krčenja 
parametra (razmeroma skopi podatki) ni bilomogoče. V preglednici prav tako ni podanih 
RSE, saj izračun kovariance ni bil uspešen. Rezidualno variabilnost smo ločili za kofein in za 
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paraksantin. Ločeno smo izrisali tudi diagnostične in individualne diagrame, kjer je prav tako 
vidno dobro ujemanje modela s podatki in dobro ujemanje napovedanih vrednosti z 
izmerjenimi. Pri individualnih diagramih tudi tukaj vidimo odstopanja pri osebi 1 in 6 
medtem, ko je manjše odstopanje pri osebi 10 vidno le v diagramu dogodka 1 in 2 za kofein 
drugje pa ne. Na novo se nam pojavijo odstopanja za paraksantin pri pri osebi 18 v diagramu 
dogodka 1 in 2.  
Zadnji model, ki smo si ga analizirali je bil Model 4. Ta model je najkompleksnejši, saj 
vključuje dva prostora za kofein in dva prostora za paraksantin. Rezultati farmakokinetične 
analize so predstavljeni v Preglednici V, dodatno smo pri Modelu 4 izračunali še volumen 
stranskega prostora za paraksantin – Vm,2 in njegov distribucijski očistek - QM. Tudi pri tem 
modelu izračun kovariance ni bil uspešen, zato nimamo podanih RSE. Diagnostični diagrami 
za ta model kažejo najboljše ujemanje z eksperimentalnimi meritvami, model ima tudi 
najnižjo vrednost AIC. Pri individualnih diagramih je vidna podobna slika kot pri Modelu 3. 
Glede na diagnostične diagrame za vrednotenje modelov, vrednosti OFV in AIC prikazane v 
preglednici VI smo se odločili, da je najboljši model 4, ker ima najmanjšo vrednost AIC (-
997,54. Zato smo ta model izbrali za nadaljnje simulacije. Za oceno aktivnosti encima 
CYP1A2 se običajno, kot navajajo predhodno opravljene raziskave uporablja ujemanje 
razmerja paraksantin/kofein z očistkom kofeina 4 ure po peroralnem dodatku kofeina (11). Mi 
smo te rezultate predstavili grafično. Ujemanje je bilo slabo, saj je r
2
=0,0167. Verjetno je to 
posledica prisotnih koncentracij kofeina ob času 0 min, kjer bi koncentracije morale biti 0. Iz 
tega smo sklepali, da je velik del oseb v poskusu pred poskusom zaužilo kofein. Podatke za 
koncentracije kofeina in paraksantina smo imeli samo do 4h po aplikaciji, zato smo se 
odločili, da bi z modelom napovedali koncentracije še ob kasnejših časih 6h, 8h in 10h po 
aplikaciji in iz njih izračunali metabolično razmerje paraksantin/kofein. Ujemanje 
metaboličnega razmerja ob kasnejših časih z očistkom kofeina je bilo boljše, saj na ta način 
izključimo vpliv rezidualne variabilnosti, obenem pa se kasneje izloči znaten delež kofeina, ki 
je bil zaužit pred poskusom. Kot vidimo so se vrednosti r
2
 povečale, najboljši r
2
 imamo 10h 
po aplikaciji. Predvidevamo, da kasnejša kot je ura bolj se izniči vpliv koncentracije ob času 
0. Z vrednostmi r
2
 še vedno nismo bili najbolj zadovoljni, zato smo, da bi ugotovili kakšen je 
vpliv koncentracij ob času 0 z modelom še enkrat napovedali koncentracije ob kasnejših 
časih, le da smo za razliko od prej, sedaj koncentracije ob času nič spremenili na 0. Ugotovili 
smo, da individualne napovedi metaboličnega razmerja brez upoštevanja rezidualne napake, 
izkazuje boljše vrednosti r
2
 kot napovedi metaboličnega razmerja z upoštevanjem rezidualne 
napake. Vrednosti r
2
 pri tej simulaciji so veliko boljše od prejšnjih, ko so v poskusu zabeležili 
merljive koncentracije kofeina in paraksantina ob času 0. Ker je ob kasnejših časih po 
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aplikaciji kofeina vpliv rezidualne napake vedno večji, imajo zgodnejše meritve 
metaboličnega razmerja po 4 urah prednost. Koeficient determinacije za korelacijo med 
metaboličnim razmerjem paraksantin/kofein ob 4 urah in očistkom kofeina je bil 0,685, kar 
kaže na primernost metode za enostavno opredelitev fenotipa CYP1A2 na osnovi enega 
samega vzorca sline, ki je bil odvzet 4 ure po aplikaciji kofeina.  
6. SKLEP 
 
Z nalogo smo potrdili, da je metoda fenotipizacije CYP1A2 z določanjem metaboličnega 
razmerja paraksantin/kofein v vzorcu sline, ki je odvzet 4 ure po aplikaciji kofeina primerna 
in kaže dobro ujemanje z očistkom kofeina, ki je nepristranskim kazalnik aktivnosti CYP1. 
Pomembno je, da vsaj 12 ur pred fenotipizacijo testne osebe ne uživajo kofeina, saj ta moti 
analizo. Ker je kofein prisoten v zelo veliko živilih se je tej omejitvi praktično težko izogniti. 
V tem primeru je še vedno možna fenotipizacija CYP1A2, vendar je za analizo potrebnih več 
vzorcev, ki so odvzeti v več časovnih točkah po zaužitju kofeina. Za določitev fenotipa 
CYP1A2 v tem primeru lahko uporabimo metode populacijske farmakokinetike.  





1. Anne M McDonnell, Cathyyen H. Dang. Basic Review of the Cytochrome P450 
System. J Adv Pract Oncol. 2013; 4: 263–268. 
 
2. Ulrich M. Zanger, Matthias Schwab. Cytochrome P450 enzymes in drug 
metabolism: Regulation of gene expression, enzyme activities, and impact of 
genetic variation, Pharmacol and Therapeutics 2013; 138: 103–141. 
 
3. Anna Lundahl. In vivo Pharmacokinetic Interactions of Finasteride and 
Identification od Novel Metabolites, Digital Comprehensive Summaries of 
Uppsala Dissertations from Faculty of Pharmacy 125, 2010, 10-15. 
 
4. Ayalogu EO, Snelling J, Lewis DF, Talwar S, Clifford MN, Ioannides C. 
Induction of hepatic CYP1A2 by the oral administration of caffeine to rats: lack 
of association with the Ah locus. Biochim Biophys Acta. 1995; 1272: 89-94. 
 
5. Andrea Gaedigk, Magnus Ingelman-Sundberg, Neil A. Miller, J. Steven Leeder, 
Michelle Whirl-Carrillo, Teri E. Klein, The Pharmacogene Variation 
(PharmVar) Consortium: Incorporation of the Human Cytochrome P450 (CYP) 
Allele Nomenclature Database, 2017.  
 
6. Vidya Perera, Annette S. Gross, Hongmei Xu and Andrew J. McLachlan: 
Pharmacokinetics of caffeine in plasma and saliva, and the influence of caffeine 
abstinence on CYP1A2 metrics, J Pharmacy and Pharmacol 2011; 63: 1161-
1168. 
 
7. Caroline F.Thorn, Eleni Aklillu, Teri E. Klein, Russ B. Altman. PharmGKB 
summary: very important pharmacogene information for CYP1A2, 
Pharmacogenetics and Genomics 2012; 22: 73-77. 
 
8. Dan-Dan Tian, Senthil Natesan, John R. White, Jr. And Mary F. Paine. Effects 
of common CYP1A2 genotypes and other key factors on intraindividual 
variation in the caffeine metabolic ratio: an exploratory analysis. Clin Transl 
Sci. 2019; 12: 39–46.  
 
9. Vita Dolžan, Blanka Kores-Plesničar: Genetski polimorfizem CYP2D6 in 
ekstrapiramidni stranski učinki antipsihotičnih zdravil. Zdravniški vestnik 2002; 
71: 457-60. 
 
10. Iliana Tantcheva-Poor, Michael Zaigler, Stephan Rietbrock, Uwe Fuhr. 
Estimation of  cytochrome P-450 CYP1A2 activity in 863 healthy Caucasians 
using a saliva-based caffeine test.; Pharmacogenetics 1999, 9: 131-144. 
 
- 61 - 
 
11. John M. Butler, Advanced Topics in Forensic DNA Typing: Methodology, 
DNA Quantitation, Academic Press, 2012 
 
12. Maryou BK Lambros Paul M Wilkerson, Rachael Natrajan, Neill Patani, Vidya 
Pawar, Radost Vatcheva, Marthe Mansour, Mirja Laschet, Beatrice Oelze, 
Nicholas Orr, Susanne Muller & ,Jorge S Reis-Filho. High-throughput detection 
of fusion genes in cancer using the Sequenom MassARRAY platform. Lab 
Invest 2011; 91: 1491–1501.  
 
13. Rob M van Dam 1, Frank B Hu 1, Walter C Willett, Coffee, Caffeine, and 
Health 2020; 383: 369-378. 
 
14. Formulations for Military Operations, Institute of Medicine (US) Committee on 
Military Nutrition Research, Washington (DC): National Academies Press 
(US); 2001.: Caffeine for the Sustainment of Mental Task Performance. 
 
15. Kamimori GH, Karyekar CS, Otterstetter R, Cox DS, Balkin TJ, Belenky GL, 
Eddington ND. The rate of absorption and relative bioavailability of caffeine 
administered in chewing gum versus capsules to normal healthy volunteers. Int 
J Pharm. 2002; 234: 159-67. 
 
16. Natasa Djordjevic,  Roza Ghotbi,  Leif Bertilsson, Slobodan Jankovic,  Eleni 
Aklillu: Induction of CYP1A2 by heavy coffee consumption in Serbs and 
Swedes, Eur J Clin Pharmacol 2008; 64: 381–385. 
 
17. Kyle V Holmberg, Matthew P Hoffman. Anatomy, biogenesis and regeneration 
of salivary glands. In. Ligtenberg AJM, Veerman ECI (eds): Saliva: Secretion 
and Functions. Monogr Oral Sci. Basel, Karger, 2014, vol 24, pp 1-13.  
 
18. Panu Rantonen. Salivary flow and composition in healthy and diseased adults, 
Doctoral dissertation. University of Helsinki, Faculty of Medicine, Institute of 
Dentistry Helsinki 2003;12-13. 
 
19. Chiappin S, Antonelli G, Gatti R, De Palo EF. Saliva specimen: a new 
laboratory tool for diagnostic and basic investigation. Clin Chim Acta 2007; 
383: 30-40. 
 
20. Bonate Peter L. Pharmaokinetic-Pharmacodynamic Modeling and Simulation. 
Springer, New York, 2006, 1-56. 
 
21. Ette EI, Williams PJ. Population Pharmacokinetics I: Background, Concepts 
and Models, Ann Pharmacother 2004; 38: 1702-1706. 
 
22. Atanasijević-Kunc Maja, Drinovec Jože, Mrhar Aleš: Modeliranje in simulacija 
ter njuna uporaba v medicini in farmaciji. Zdravniški vestnik 2008; 77: 57-71. 
- 62 - 
 
 
23. Mirko S. Faber, Alexander Jetter and Uwe Fuhr, Department of Pharmacology, 
Clinical Pharmacology, University of Cologne, Köln, Germany, Assessment of 
CYP1A2 Activity in Clinical Practice:Why, How, andWhen? Basic and Clin 
Pharmacol. And Toxicol. 2005, 97, 125–134. 
 
24. Ester Zylber-Katz, Ph.D., Liora Granit, 13.Pharm., and Micha Levy, M.D., 
Relationship between caffeine concentrations in plasma and saliva, Clin. 
Pharmacol. Ther. 1984; 36: 133-137. 
 
25. Astrid Nehlig, INSERM U 1129, Pediatric Neurology, Necker-Enfants Malades 
Hospital, University of Paris Descartes, Inserm U1129, Paris, France, 
Interindividual Differences in Caffeine Metabolism and Factors Driving 
Caffeine Consumption, Pharmacol Rev 70: 384–411. 
 
 
 
 
